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Description 

[0001] La presente invention est relative a des compositions k usage externe k base d'antiseptiques, ainsi qu*e leurs 
applications notamment en hygiene generale et plus particulierement sous forme, sort de microcapsules ou de micros- 
5 ph6rules, notamment en association avec un dispositif prophylactique en materiau eiastomere, comme un pr^servatif, 
un doigtier, un gant ou analogue, un pansement, une bande, soit de mousses ou de bains. 

[0002] De nombreuses compositions antiseptiques ont 6t6 d6crites dans I'Art ant6rieur ; elles exercent, de maniere 
g6n6rale, plutdt une activity bacteriostatique ou bactericide ; la Demande de Brevet Europ6en n° 0 099 209 decrit des 
compositions qui comprennent un alkanol en C 1 k C 4 (60 k 80 %), un agent anti-microbien du type biguanide et notam- 

w ment de la chlorhexidine, et un ammonium quaternaire, qui pr6sentent une activity biocide r6siduelle ; de telles com- 
positions de I'Art anterieur ne permettent pas I'obtention d'une protection tr&s rapide k la fois vis-e-vis des bacteries, 
des virus et des champignons. Or, pour la mise en place d'un protocol e de nettoyage facile k mettre en oeuvre, notam- 
ment k I'hdpital, it etait important de disposer d'une composition antiseptique k action polyvalente vis-&-vis de la plupart 
des organismes pathogenes et eventuellement des spermatozoldes ; de plus, dans le cadre des soins, le besoin d'une 

is protection de l'6quipe soignante, pour 6viter les risques de contamination que represented par exemple la coupure, la 
piqure ou la d6chirure d'un gant, n6cessitait la mise au point de compositions actives dans des temps tr6s courts (entre 
quelques fractions de seconde et quelques secondes, aussi bien vis-&-vis des bacteries rencontrees notamment k 
I'hdpital que vis-e-vis d'affections virales telles que le SIDA, les hepatites ou I'herpes), pouvant etre incorpor6es dans 
les gants de protection, c'est-e-dire compatibles avec les materiaux en eiastomeres, ce qui n'est pas le cas des com- 

20 positions de I'Art anterieur, qui aux doses eff icaces utilisees, presented I'inconvenient majeur d'etre incompatibles avec 
les materiaux en eiastomere. 

[0003] La presente invention s'est en consequence donn6 pour but de pourvoir k des compositions antiseptiques qui 
rgpondent mieux aux n6cessites de la pratique que les compositions pr6c6demmerrt propos6es conformement k I'Art 
anterieur, notamment en ce qu'elles peuvent presenter une activity polyvalente virucide, bactericide et fongicide, assu- 
25 rant ainsi k I'utilisateur une protection accrue extr§mement rapide aussi bien vis-&-vis des bacteries pathogenes habi- 
tuellement rencontr6es chez I'Homme que vis-^-vis des virus, et plus sp6cif iquement HIV1 , HSV et HBV, responsables 
respectivemerrt du sida, de I'herpes et des hepatites. 

[0004] La presente invention a pour objet des compositions k base d'antiseptiques, caracterisees en ce qu'elles sont 
constitu6es par une paire ammonium quaternaire^digluconate de chlorhexidine, dans laquelle chacun desdfts antisep- 

30 tiques est present k des concentrations eff icaces minimales diminuees d'au moins un facteur cinq par rapport aux con- 
centrations efficaces minimales de chacun desdrts antiseptiques pris isoiement, en ce que ladite paire d'antiseptiques 
exerce une action rapide et polyvalente vis~&-vis des organismes suivants : bacteries k Gram positif, bacteries k Gram 
negatif, virus, champignons et spermatozoldes, en ce que I'ammonium quaternaire est du chlorure de did6cyldimethy- 
lammonium, en ce que la concentration en chlorure de didecyldimethylammonium est comprise entre 0,00005 et 0,4 % 

35 et la concentration en digluconate de chlorhexidine est comprise entre 0,00005 et 0,5 % et en ce que lesdites compo- 
sitions sont susceptibles d'etre incorporees dans des microspherules ou microcapsules pouvant etre incluses dans un 
materiau tel qu'un materiau en eiastomere, lesquelles compositions n'etant liberies que lors d'une coupure, d'une 
piqure ou d'une dechirure dudit materiau. 

[0005] De telles compositions ont I'avantage de permettre ('utilisation des antiseptiques la comprenant k des concen- 
40 trations inferieures k cedes auxquelles ils exercent leur action antiseptique lorsqu'ils sont utilises seuls. 

[0006] En effet ces concentrations represented une fourchette pour laquelle les compositions conformes k ('invention 
exercent leur action polyvalente contre les differents organismes pathogenes : virus, bacteries, champignons et les 
spermatozoldes. 

[0007] Au sens de la presente invention, polyvalence signifie k la fois polyvalence intergroupe (c'est-d-dire activity k 
45 la fois vis-a-vis des organismes cites) et polyvalence intragroupe (c'est-&-dire activity k la fois vis-&-vis des bacteries k 
Gram + et k Gram de differents virus tels que HIV-1 , HSV, HBV et de differents champignons). 
[0008] Selon un mode de realisation avantageux desdrtes compositions, elles sont constituees par une paire ammo- 
nium quaternaire-digluconate de chlorhexidine dans laquelle les rapports chlorure de didecyldimethylammonium:diglu- 
conate de chlorhexidine sont compris entre 99,5:0,5 et 84:16. 
so [0009] De maniere avarttageuse, lesdites compositions comprennent ces deux antiseptiques k des concentrations 
identiques, de preference entre 0,00005 et 0,04 %. 

[001 0] Egalement de maniere avantageuse, lesdites compositions sont associees k au moins un agent de dissolution 
choisi dans le groupe constitue par I'eau et les polyols. 

[001 1 ] Selon une disposition avantageuse de ce mode de realisation, lesdits polyols sont choisis parmi le polypropy- 
55 leneglycol, le polyethyteneglycol ou le glycerol. 

[001 2] De maniere surprenante, de telles compositions presenters une stabilrte nettement ameiioree, quelle que soit 
la concentration en antiseptiques (chlorure de didecyldimethylammonium et digluconate de chlorhexidine), lorsqu'ils 
sont presents dans les proportions precisees ci-dessus (99,5:0,5 et 84:16) et trouvent ainsi application dans une for- 
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mulation qui pourra §tre introduite dans des microcapsules ou qui pourra §tre directement utilis6e (mousses, bains k 
usage local, nettoyage instrumental). 

[0013] De manure surprenante, les compositions conformes k I'invention pr6sentent une activity antiseptique poly- 
valente rapide (quelques fractions de seconde k quelques secondes) vis-&-vis des organismes pathogenes : action 
5 bactericide vis-&-vis des bacteries k Gram posrtif et k Gram negatif, action fongicide (notamment f lores operatoire et 
vaginaie) et action virucide vis-&-vis de HIV1, HSV et H6V trfcs rapide, et 6ventuellement action spermicide, k des 
doses pour lesquelles ses constituants ne presentent pas lesdites activites. De telles compositions presentent done 
une synergie d'action particulierement interessante. 

[001 4] Les compositions conformes k I'invention, outre leur synergie d'action vis-a-vis des diff 6rents organismes pr6- 
10 cites, sont particulierement bien adaptees k leur emploi sous forme de microcapsules (presence d'un seul ammonium 
quaternaire, concentrations faibles permettant de rester en phase liquide, sans probieme de formation ulterieure de 
pr6cipite). 

[0015] Ces compositions antiseptiques conformes k invention, incorporees dans des microcapsules, conservent 
neanmoins leurs proprietes bactericides, fongicides, virucides ou spermicides, et peuvent §tre egalement incorporees 
is dans un materiau en eiastomere k usage de preservatif, de doigtier, de gant ou analogue ou bien dans une bande de 
tissu ou un pansement. 

[001 6] Ces compositions, incluses dans des microcapsules et incorporees dans des materiaux en eiastomere (gants 
de protection, par exemple), protegent I'utilisateur en permettant, par exemple, la disinfection instantan6e d'une 
aiguille usagee et eventuellement contaminee lors d'une piqQre ou d'une d6chirure accidentelle desdits gants charges 
20 en microcapsules. 

[0017] En outre, les compositions conformes k I'invention contenant au moins un polyol, dans les proportions definies 
ci-dessus, sont particulierement bien adaptees k la preparation de microcapsules, qui n6cessitent, lors de leur incor- 
poration dans un dispositif en materiau eiastomere, notamment, une etape de chauffage k des temperatures superieu- 
res k 80°C ; de telles compositions presentent egalement I'avantage d'6viter evaporation de I'agent de dissolution et 
25 done de conserver les proprietes des solutions microencapsutees ; de plus, de telles compositions permettent d'obtenir 
une meilleure diffusion desdits antiseptiques, au contact de fluides biologiques tels que le sang, le sperme, les secre- 
tions vaginal es et autres. 

[001 8] Les compositions conformes k I'invention constituent egalement une protection virucide, bactericide, fongicide 
et/ou spermicide efficace, lorsqu'elles sont assoctees k des vehicules pharmaceutiquement acceptables, pour une uti- 
30 lisation locale au niveau des muqueuses, (mousses, pour une utilisation vaginaie, scrub, cr&me, suppositoires, ovules). 
[0019] Les compositions conformes k I'invention constituent egalement un produit d'hygi£ne ou de d£sinfection k 
usage externe avantageux (nettoyage d'outils chirurgicaux, dentaires et gynecologiques). 

[0020] En fonction des concentrations des differents constituants, on obtient sort une composition k action sp^crf ique 
(virucide, bactericide, fongicide ou spermicide), soit une composition k action polyvalente. 
35 [0021 ] Dans le cas ou lesdites compositions sont utilises comme spermicide, elles sont avantageusement associees 
k un diluant choisi dans le groupe constitue par les proteases d'origine vegetale (bromeiaine) et les enzymes lytiques 
(trypsine). 

[0022] Outre les dispositions qui precedent, I'invention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de la 
description qui va suivre, qui se ref&re k des exemples de mise en oeuvre du proc£d6 objet de la presente invention. 
40 [0023] II doit §tre bien entendu, toutefbis, que ces exemples sont donnes uniquement k titre d'illustration de r objet de 
I'invention, dont ils ne constituent en aucune manure une limitation. 

EXEMPLE 1 : Action virucide des compositions conformes k I'invention vis-d-vis des virus HIV (Sida). 
45 I - Antiseptique cationiaue-sel de chlorhexidine . 

A) PROTOCOLE OPERATOIRE. 
1. Materiel : 

50 

a) Produits utilises : 

[0024] Les concentrations indiqu6es sur les tableaux correspondent aux concentrations finales en Bardac 22.60® 
(chlorure de didecyldimethylammonium). 

55 

b) Milieu utilise pour la culture cellulaire : 



[0025] L' etude de la cytotoxicrte etant realises sur une lignee T, le milieu de culture correspond k du RPM1 1 640 sup- 
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pl6mente par 10 % de serum de veau foetal (BIO-LAB), 1 % de glutamine (GIBCO), 1 % d'antibiotiques (PSN, GIBCO). 
[0026] Pour retude du pouvoir infectieux r6siduel apr6s traitement des preparations viraJes, le milieu de culture des 
lymphocytes T humains normaux (milieu complet) correspond au milieu ci-dessus auquel sont ajoutes 10 % d'interleu- 
kine II. du polybrfcne (2 \xQfm\) et du s6rum anti-interf6ron humain 1/2500 (MA REY et al., Biochem. Biophys. Res. 
5 Com., 1984, 121 126-133). 

c) Cellules : 

[0027] La cytotoxicity est 6tudi6e sur un clone de cellules CEM, Iign6e de lymphocytes T prematures. 
10 [0028] Linfectivrt6 est etudiee sur des lymphocytes T obtenus k partir du sang p6riph6rique d'un donneur humain 
sain, et s6par6s sur un gradient de Ft col I. 

[0029] Les lymphocytes sont stimulus pendant 3 jours par de la phytohSmagglutinine P (PHA-P), dilute au 1/500 et 
cultiv£s dans du milieu complet. Les cellules T blastiques sont infectees par le virus, traite ou non, pour mettre en evi- 
dence le pouvoir infectieux r6siduel. 

15 

d) Virus HIV1 : 

[0030] Le virus est obtenu k partir d'un surnageant de culture de la lignee CEM infectee par HIV1 . Cette Iign6e T lym- 
phoblastoTde infectee par HIV1 est utilisee pour la production virale. 
20 [0031 ] Le trtre des surnageants utilises est evalue apr£s dosage de I'activite transcriptase inverse (ATI) du virus. 
[0032] Dans les essais qui suivent, on a utilise un surnageant dont I'ATI est de 1 ,8. 10 6 cpm/ml. 2. M&hodes : 

a) Etude de la cytotoxics des composes pour des cellules T : 

25 [0033] 

Cellules : suspension cellulairedu clone de CEM k 1.10 6 cellules/ml. 

Produits : diff6rentes dilutions dans du milieu RPM1 1640 sont r6alis6es k partir des composes. 

30 [0034] Sur une plaque de culture cellulaire k 24 purts, 0,5 ml de chacune des dilutions sont incubus avec 0,5 ml de 
suspension cellulaire du clone CEM (5.10 5 cellules) dans un incubateur k 37°C. 

[0035] La croissance cellulaire est 6valu6e apr&s comptage des suspensions celiulaires au bleu trypan par rapport k 
un temoin de cellules non traitees. 

35 b) Action des produits seuls ou en asso ciation. confor m6ment k I'invention. sur le pouvoir infectieux du viru s HIV1 pour 
des lymphocytes T humains normaux : 

[0036] 

40 - Preparation de la solution virale : 

plusieurs tubes contenant 1 ml de surnageant viral, AT1 1 ,8. 1 0 6 cmp/ml sont concentres par ultracentrifuga- 

tion. Les culots de virus ainsi obtenus sont repris soil par chacune des dilutions de produit r6alis6es dans de l eau 

bidistiliee sterile, soit par de I'eau (virus temoin non trarte). 

Traitement des preparations virales : 
45 les preparations virales concentrees sont toutes traitees selon le protocole indique ci-dessous : 

. echantillons viraux trait6s : 

les culots de virus concentres par ultracentrifugation sont resuspendus dans 100 *il de chacune des 
concentrations en produits etudies et incub£s pendant 10 minutes. 
so . echantillon viral t6moin : 

temoin virus non traite : le produit est remplace par 100 nl d'eau bidistill6e sterile. 



A la suite de ce temps d'incubation de 10 minutes, le virus present dans chaque echantillon est rince puis 
55 reconcentre par addition de 12 ml de milieu RPM1 1640 et ultracentrifugation. Les culots de virus sont alors repris 
dans 1 ml de milieu complet et utilises pour I'infection de lymphocytes T humains normaux. 
Mesure de I'infectivite des echantillons : 

4.10 6 lymphocytes T humains normaux sont infectes avec chacune des preparations virales traitees ou 
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temoins indiqu6es ci-dessus. Linfection des cellules T est realisee selon une methode pr6cedemment d6crrte (F. 
BARRE-SINOUSSI et al., Science, 1983, 22& 868-871) : en resume 4.10 6 cellules en suspension dans 1 ml de 
milieu complet sont incub6es avec 1 ml de chacune des preparations virales traces ou temoins pendant 1 heure 
a37°C. 

5 Apres 2 lavages par plusieurs ml de milieu de culture, tes suspensions cellulaires son! ajustees k la concen- 

tration de 1 . 1 0 6 cellules par ml. Le jour de ('infection est consid6r6 comme jour 0. 

Cellules temoin : 

4.10 6 lymphocytes T sont cultives et passes tous les 3 ou 4 jours dans les m§mes conditions que tous 
10 les autres echantillons. 

Ce temoin correspond au temoin n6gatif de la production virale au cours de la manipulation. 
La production virale au cours du temps est determin6e en mesurant I'activite transcriptase inverse pr6- 
serrte dans les surnageants de culture selon le protocole decrit ci-dessous. 

Mesure de I'activite transcriptase inverse des preparations virales temoins et des echantillons viraux traites par 
is les produits : 

ce dosage permet d'6valuer la presence de virus residue) non inactive dans l'6chantillon de depart. II 
est realise k partir de 1 ml de surnageant de culture, 

preieve tous les 3 ou 4 jours et ultracentrrfuge. 
20 [0037] Les activates enzymatiques sont mesur6es dans 50 jd d'un melange r6actionnel contenant 50 mM Tris pH 7,8, 
20 mM MgCI 2 , 20 mM KCI, 2 mM dithiotreitol, 0,25 OD/ml oligo dT, 0,25 OD/ml poly rA, 0,1 % Triton X 100 et 2,5 nCi 
3H DTTR 

[0038] Apres une heure d'incubation k 37°C, la reaction est arr§t6e par addition de 10 nl d'EDTA 0,2 M et les 6chan- 
tillons sont deposes sur membranes DE81 . 
25 [0039] Apres plusieurs lavages par Na 2 HP0 4 5 %, puis par I'eau distiliee, les membranes sont sechees et la radioac- 
tivrte est mesuree k I'aide d'un compteur k scintillation p (PACKARD). 

B) RESULTATS. 

30 [0040] Effet d'un traitement des echantillons viraux par les differents produits sur I'infectivite du virus HIV1 . 



55 
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TABLEAU I 







DOSAGE DE L'ATI DANS LES SURNAGEANTS DE CULTURES INFECTEES (cpm/ml) 
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T1 : T6moin virus traits par 100 fiJ d'eau bidistill6e 
















T2 : T6moin virus traits par 100 jjJ d'eau bidistill6e 
















T3 : T6moin virus contrfile 


















50 


T4 : T6moin cellules non infectees 



















[0041] Ce Tableau montre bien la synergie d'action de Tassociation Bardac®/digluconate de chlorhexidine k faibfe 
concentration (concentration 0,002 + 0,002) qui montre I'absence de virus au 30dme jour ; en effet, pour ces m§mes 
55 concentrations, les deux produits utilises seuls ne sont pas virucides. 
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EXEMPLE 2 : Action virucide des compositions conformes & invention pour les virus HBV. 

I - Action sur la degradation In vitro de I'antiofene du virus de i'ltepatite B (AaHBs) du virus de I 'hepatite B : viru- 
clde + s6rum humaln de malade f1/1000femel. 

A. Melanges test6s : 

[0042] 



Bardac® % + CHG* % 


Bardac® seul 


CHG seul 


0,2 - 0.25 


0,2 


0,25 


0.1 -0,1 


0,1 




0,04-0.05 


0,04 


0,05 


0,2 - 0,05 






0,04 - 0,25 







* CHG correspond k une abreviation pour dig tuconate 
de chlorhexkJine. 

25 B. R6sultats : 
[0043] 



Virucide teste 


AgHBs r6siduel (ratio) 


Bardac® 0,2% 


1,35 


Bardac® 0,1 % - CHG 0,1 % 


2,18 


Bardac® 0,2 % - CHG 0,05 % 


3,07 


Bardac® 0,2 % - CHG 0,25 % 


3,23 



40 [0044] Le melange Bardac® 0,1 % - CHG 0,1 % pr6sente une activite interessante alors que la dose est diminu6e 
de I'ordre de 50 % par rapport au Bardac® 0.2 % seul. 

II - Essais In vivo chez le canard (voie LV.l. 

45 [0045] 

Bardac® 0,02 % (dose 1 00 fois inf 6rieure k celle qui est eff icace in vitro pour te Bardac® seul) - CHG 0,025 % con- 
tre un inoculum k 2.1 0 7 vge/canard protege 3/3 canards (figure 2). 
- Bardac® 0 ,1 % (dose 5 fois plus forte que dans une composition conforme k ['invention pour obtenir une protection 
so 6quivalente) contre un inoculum k 2. 1 0 7 vge/canard (vge = viral genoma equivalent) protege 4/4 canards (figure 3) . 

[0046] II en r6sulte qu'/n vivo, pour des faibles concentrations de melange comme 0,02 - 0,025 %, il y a d£j& protec- 
tion, ce qui confirme que la suppression de I'activite ADN polymerase est un bon marqueur d'efficacite des virucides 
testes. 

55 [0047] La figure 1 correspond k un temoin d'infection : 4/4 canards inocutes avec 2.1 0 7 vge d6veloppent une vir&nie 
dont le pic se situe entre 5 et 10 jours. 
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HI - Conclusion Q6n6ra1e sur les differents melanges testes . 

[0048] Seul I'antigene du virus de I'hepatite B residuel permet de discriminer parmi les melanges Bardac®-CHG tes- 
tes. 

s [0049] Un melange k concentrations egales de Bardac® et CHG semble optimal et s'avfcre in vivo protecteur d6s la 
concentration 0,02 - 0,025 contre un inoculum contenant 2.10 7 vge/canard {soit environ 3 000 Dl 50 par canard). 
[0050] II apparaTt que 0,02 % de Bardac® en association avec 0,025 de CHG est aussi efficace que le Bardac® k 0,1 
%. Cette diminution d'un facteur 5 est significative el importante, notamment dans I'application d'une composition con- 
forme k ('invention en association avec un materiau en eiastomere, le Bardac® etant particuliferement toxique pour 

10 reiastomere. 

EXEMPLE 3 : Action virucide des compositions corrformes k I'invention contre les HSV. 
I - Essais in vitro. 

15 

a) Tests realises : 

- La souche virale : 

20 [0051 ] II s'agit d'une souche d'Herpfes virus Hominis type 1 , souche Bey (HSV1 ), elle est entretenue sur cellules f toro- 
blastiques humaines ou sur cellules KB et a subi un nombre de passages importante, sur I'un ou I'autre type de cellules. 
[0052] On utilise un lot viral congeie k -80°C apr&s obtention d'un effet cytopathique ayant atteint au moins 80 % des 
cellules, sans une centrifugation pr6alable, qui aurait d6barrass6 I'inoculum de la majority des debris cellulaires ; en 
effet, il apparaTt que I'infectivrte du virus disparatt trfcs rapidement lorsqull est extracellulaire, et, en consequence, on 

25 est plus prks de la realite de I'infection in vivo lorsqu'on utilise un lot viral dans lequel des virions peuvent encore se 
trouver dans des debris cellulaires. 

[0053] Ce lot a 6t6 trtr6, aprfcs repartition en altquots de 0,5 ml, conserves k -80°C, sur cellules f ibroblastiques humai- 
nes : 

30 par dilution de 1 0 en 1 0 et inoculations de 8 tubes de cultures par dilution : 10 6 /ml ; 

par inoculation de cultures en boTtes de Petri (35 mm) et adjonction de serum anti-HSV1 dans le surnageant pour 
neutraliser les virions qui pourraient @tre Iiber6s dans le milieu liquide, permettant ainsi de compter des plages : 
100 k 150 unites formant plages par boTte inocuiee avec 0.5 ml d'une solution virale dilute k 10' 4 . 

35 [0054] On realise des contrdles de cytotoxicite des produits pour les cultures cellulaires utilisees dans les tests, c'est- 
&-dire les cellules fibroblastiques humaines. 

[0055] Les cellules sont cultivees en milieu de Dulbecco enrichi en serum de veau foetal k 10 % ; au moment de leur 
utilisation, les cellules sont Iav6es et on utilise le m§me milieu de culture, mais depourvu de serum de veau. 
[0056] Pour chaque produit teste ou chaque composition, on a utilise 10 tubes de culture cellulaire et apres inocula- 
40 tion du produit, les tubes ont ete surveilies pendant trois jours. 

b) Action observee avec les differents produits seuls : 

[0057] Chaque produit a ete successivement utilise pur, et aux dilutions 1 0' 1 , 1 0" 2 , 1 0" 3 et ajoute aux tubes de culture 
45 contenant 1 ml de milieu nutrrtrf, sous le volume de 0,1 ml. 
[0058] Les r6sultats ont ete les suivants : 

Bardac®, solution k 0,04 % : non toxique k la dilution 10' 3 , 
Digluconate de chlorhexidine, solution k 0,05 % : aucune toxicity. 

50 

c) Action virucide immediate observee avec des melanges conformes k I'invention : 
1. Mesure de I'activite : 

55 * Protocole : 

[0059] on melange 0,2 ml de suspension virale avec 0,2 ml d'une des solutions k tester (voir Tableau ci-apr£s) ; puis 
on fait une dilution immediate de 0,2 ml de melange k 10~ 4 ce qui stoppe I'activite du produit. Cette dilution du melange 
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est d6pos6e, sous un volume de 1 ml sur une couche de cellules V6ro cultivees en boTte de Petri de 6 cm de diametre. 
[0060] Apr6s une heure d'adsorption, on retire le liquide surnageant et on le remplace par 5 ml de milieu de culture 
sans serum d'animal, mais auquel on a ajoute 1 % d'un serum polyclonal de lapin anti-herpes virus type 1 . 
[0061] Ceci ne gene pas la multiplication du virus intra-cellulaire mais neutralise les particules qui passent dans la 
5 phase liquide lors de la destruction des cellules infectees ; au bout de 4 k 5 jours, on observe k I'oeil nu des zones de 
lyse cellulaire qui s'etendent en tache d'huile et correspondent chacune theoriquement k la multiplication d'une unite 
formant plage" (UFP) pr6sente dans la dilution virale qui a 6t6 d6posee sur la culture. Une unite formant plage peut §tre 
grossierement 6valu6e comme equivalente k une particule infectante ou encore un virion. 

70 

TABLEAU II 



Nombre d'unites formant plage par millilitre de virus dilu6 k 1 0" 4 (titrage effectue sur 3 

boTtes de culture) k J4. 


Bardac® 0,02% 
30/125/45 


Bardac® 0,02% 
+ Digluconate 0,025% 17/26/16 


T6moin virus k 10' 4 10" 5 10" 6 
1/223/51 


Bardac® 0,02 % 
26/17/20 


Bardac® 0,02% 
+ Digluconate 0,05 % 9/6/8 


T6moin virus k 10* 6 
14/32/30 



d) D6lais d'apparition de I'activite : 

1) on melange 0,2 ml de la suspension virale non dilute avec 0,2 ml de chacun des 2 melanges suivants 

25 

[0062] 

• Bardac® 0,04 % + CHG (digluconate) 0,05 %, 
- Bardac® 0,02 % + CHG 0,025 %. 

30 

[0063] Apr&s incubation de une, 5 et 1 5 minutes, une goutte de melange est inocul6e dans 5 tubes de culture et sur- 
veiliee pendant 5 jours. 

[0064] A trtre de temoin, on inocule le virus dilue de la meme fagon dans du milieu de culture, k la place des melan- 
ges. 

35 

2) Tableau III : Ftesultats observes k J2 sur 5 tubes pour les deux melanges precites : 
[0065] 

40 

TABLEAU III 



Virus + Melange 




Virus T6moin 


Effet cytopathique (k J2) 


2/5 


1 minute 


5/5 


0/5 


5 minutes 


5/5 


0/5 


15 minutes 


5/5 



50 

II - Essais in vivo. 

[0066] Des tests effectues sur des souris Nude, soit piquees directement avec une aiguille intra-musculaire trempee 
dans une suspension virale, soit piquees aprks passage de I'aiguille infectee (c'est-e-dire trempee dans une suspen- 
55 sion virale) k travers des microcapsules telles que decrites ci-apres (Exemple 8, echantillon 1) recouvertes de latex, 
montrent que le passage de I'aiguille k travers les microcapsules permet une diminution instantanee des taux defec- 
tion des animaux tout k fait significative. 

[0067] Le protocole operatoire est similaire k celui de I'Exemple 8, k I'exception des milieux de culture qui doivent £tre 
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adaptes au virus herpgtique. 

EXEMPLE 4 : Action bactericide des compositions conformes d invention. 

5 ESSAI 1 

I - Materiel . 

A) Microoraanismes testes : 

w 

[0068] 

- souches de reference : 

is Pseudomonas aeruginosa CIP A22 

Escherichia coli CIP 541 27 
Staphylococcus aureus CIP 53154 souche Oxford. 

souches hospitalises : 

20 

Pseudomonas aeruginosa 
Escherichia coli 
Staphylococcus aureus 
Proteus vulgaris 
25 Candida albicans. 

B) - Membranes millipore : HAE P047SO (0,45 urn) 
[0069] 

30 

G6Iose Mueller Hinton 2 : 4 3301 (Biom&ieux) 
Eau distiltee sterile et apyrog£ne (Biosedra). 

II - Protocols 

35 

A) Entretien des souches: 

[0070] Chaque souche bact&ienne a subi trois repiquages, sur glioses Mueller Hinton, a 24 heures d'intervalle avant 
son utilisation. 

40 

B) Preparation des inocula bacteriens : 

- suspension bact6rienne initiale : A 

45 [0071] Pr6par6e k partir d'un isolement bact6rien, elle doit conespondre a une opacit6 6quivalente au point 1 de 
McFarland. Elle sera utilisSe pour les essais d^finitifs. 

- suspension utilis^e pour les contrdles et les essais pr6liminaires : B 

so [0072] Elle est pr£par£e par dilutions successives de la suspension A jusqu'a 1 0" 6 . 

C) DSnombrements de contrfile : 

[0073] 1 ml de la suspension B est ensemencg "dans la masse" d'une g§lose Mueller Hinton. 

55 

D) D6nombrements temoins de filtration : 

[0074] 1 ml de la suspension B est fiftr^e sur une membrane millipore et lav§e par 50 ml d'eau distilI6e. 
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[0075] Numeration des colonies aprfcs 24 heures k 37°C. 

E) Essaigpreiiminaires: 

5 [0076] Pour chacun des 4 melanges antiseptiques et pour chaque souche bacterienne, I'essai suivant est realise : 

• filtration de 1 ml du melange antiseptique 

lavage (2 fois 50 ml d'eau distiliee) 
- filtration de 1 ml de la suspension B 
10 - ringage par 50 ml d'eau distiliee 

numeration des colonies sur la membrane apres 24 heures k 37°C. 

F) Essais definitifs : 

75 [0077] Chaque melange antiseptique k double concentration est place pendant, 1 , 5 et 1 0 min au contact de 1 ml de 
la suspension A puis f iltr6. 

[0078] Apres les lavages d6f inis par I'essai preiiminaire, les membranes sont places k 37°C pour 24 heures. 
Ill - Interpretation des r6sultats . 

20 

[0079] Dans le protocole adopts, un melange k visee antiseptique est consider comme bactericide s'il r6duit, apres 
un temps de contact d6fini, llnoculum bacterien d'au moins 5 logarithmes. 

[0080] Cet effet est visualise par le denombrement, sur les membranes des essais definitifs, d'un nombre de colonies 
par rapport k celui observe dans I'essai preiiminaire correspondant k la m§me souche et au m§me melange. 

25 

R6sultats : 

. Efficacite k t = 1 min : E ou N.E. (efficace ou non efficace). 
30 [0081] 





Melange n° 1 


Melange n° 2 




Bardac® 4 % 


-Bardac® 0,04 g/100 ml 






- Digluconate 0,05 g/1 00 
ml 


S. aureus C\P 53154 


E 


E 


£ coll CIP 54127 


E 


E 


R aeruginosa CP I A22 


E 


E 


S. aureus 


E 


E 


£ coli 


E 


E 


P. aeruginosa 


NE 


NE 


P. vulgaris 


NE 


NE 


C. albicans 


E 


E 



55 



EP 0 555 116 B1 

Eff icacite & t = 5 min : 



[0082] 

5 





M6lange n° 1 


Melange n° 2 




Bardac®4% 


-Bardac®0,04 g/100 ml 






- Digluconate 0,05 g/100 
ml 


S. aureus CIP 53154 


E 


E 


EcoliOP 54127 


E 


E 


R aeruginosa CP I A22 


E 


E 


S. aureus 


E 


E 


E. co// 


E 


E 


P aeruginosa 


NE 


NE 


R vulgaris 


NE 


NE 


C. albicans 


E 


E 



25 . Efficacrt6 k t = 10 min : 



[0083] 





Melange n° 1 


Melange n° 2 




Bardac®4% 


-Bardac® 0,04 g/100 ml 






• Digluconate 0,05 g/1 00 
ml 


S. aureus CIP 53154 


E 


E 


E. coli CIP 54127 


E 


E 


R aeruginosa CP I A22 


E 


E 


S. aureus 


E 


E 


E. coli 


E 


E 


R aeruginosa 


E 


E 


R vulgaris 


E 


E 


C. albicans 


E 


E 



IV - Conclusion . 

50 

[0084] 



- Apr£s 1 minute de contact aucun melange n'est efficace sur toutes les souches 6tudi6es. Le melange n° 2 est 
cependant le plus efficace puisque seule une souche de Proteus vulgaris semble insensible. 
55 - Apr&s 5 minutes de contact, le melange n° 2 pourrait §tre consid6r6 comme efficace s'il n'y avail la m§me souche 
de Proteus vulgaris qui r6siste au produit m§me apr6s 5 minutes. 

• Apr&s 10 minutes de contact, les melanges n° 1 et 2 donnent un r6sultat satisfaisant sur ('ensemble des souches 
6tudi6es. 
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ESSAI 2 



[0085] Un autre essai a 6te r6alis6 k partir des solutions suivantes : 

- 1 00 ml d'une solution k 0,1 % de digluconate de chlorhexidine (pH 6) et 

- 1 00 ml d'une solution k 0,1 % de Bardac 22®. 



[0086] L'activite de ces solutions, seules ou en combinaison a 6te plus particuli&rement testae vis-a-vis de Staphylo- 
coccus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 1 1229 et Candida albicans ATCC 10231 . 
10 [0087] Les tests ont 6t6 realises conforntement au protocole d6crrt dans le Chapitre I/2. 1 et 2.2 de Richtlinien fur die 
PrQfung und Bewertung chemischer Desinfektionsverfahren der DGHM, Stand 1.1., 1981). 

[0088] Les Tableaux A, B et C illustrent respectivement l'activite bactericide et fongicide d'une solution aqueuse k 0,1 
% de digluconate de chlorhexidine, d'une solution aqueuse k 0,1 % de Bardac 22® et d'un melange k part Sgale des 
deux composes. Les protocoles dont ces Tableaux illustrent les r6sultats comprennent une incubation de 72 heures k 
75 37°C et I'utilisation, comme temoins, des substances inactivantes suivantes : 



20 



25 



30 



Tween® 80 3 % + I6cithine 0,3 % + cysteine 0,1 % ; 

Tween® 80 3 % + saponine 3 % + cysteine 0,1 % + histidine 0,1 % ; 

Tween® 80 3 % + tecithine 0,3 % + histidine 0,1 % + thiosulfate de sodium 0,5 %. 



[0089] Dans ces Tableaux, le signe 'V indique une croissance et le signe I'absence de croissance. 
[0090] Le Tableau A suivant, qui illustre I'activite bactericide et fongicide d'une solution aqueuse k 0,1 % de digluco- 
nate de chlorhexidine (1 % de la solution test correspond k 0,001 % de digluconate), montre Inhibition de la croissance 
de S. aureus et de E. coli par une dilution k 0,5 % de la solution de digluconate de chlorhexidine pr£citee, correspon- 
dant k une concentration en substance active de 0,0005 % ; C albicans est inhib6 par une dilution k 1 % de ladrte solu- 
tion (0,001 % de digluconate de chlorhexidine). Dans le Tableau B, le chlorurede did6cyldim6thylammonium montre un 
effet encore plus prononc6 d'inhibition des organismes k Gram positif S. aureus et C. albicans avec une dilution k 0,1 
% (= 0,0001 % de chlorure de did£cyldim6thylammonium) et une inhibition de E. coli (organisme k Gram nggatif) avec 
une dilution k 0,5 % (= 0,0005 % de chlorure de did6cyldim6thylammonium) (Tableau B). 

[0091] Le Tableau C montre que ('association de ces deux antiseptiques permet (Inhibition de la croissance des 
microorganismes pr6cit6s k des dilutions signrf icativement plus importantes (action vis-&-vis de E. coli et C. albicans k 
des concentrations de 0,00025 % de digluconate de chlorhexidine et de 0,00025 % de chlorure de did6cyldirrtethylam- 
monium ; action vis-d-vis de S. aureus pour une concentration de 0,00005 % pour chacun des deux antiseptiques pr£- 
cites). 



35 



TABLEAU A 





(digluconate de chlorhexidine seul : 1 % de solution 0,001 % de digluconate). 


40 


Essai 
Souche 


S. aureus ATCC 6538 


E. coli ATCC 1 1229 


Candida albicans ATCC 1031 




Cone. % 
(vol/vol) 


non 


A 


B 


C 


non 


A 


B 


C 


non 


A 


B 


C 


45 


1,0 






+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 




0,5 






+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




0,1 


+ 




+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




0,05 


+ 




+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


50 


0,025 


+ 




+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




0,0125 


+ 




+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




0,00625 


+ 




+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 
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TABLEAU B 



(Bardac 22® seul, 1 % de solution -> 0,001 % de Bardac®) 



Essai 
Souche 


S. aureus ATCC 6538 


E. coli ATCC 11229 


Candida albicans ATCC 1031 


Conc.% 
(vol/vol) 


non 


A 


B 


C 


non 


A 


B 


C 


non 


A 


B 


C 


1,0 




+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 


0,5 




+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 


0,1 




+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 


0,05 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


0,025 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


0,0125 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


0,00625 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 



TABLEAU C 



(Composition conforme k I'invention : solution k 2 % 0,001 % de Bardac® et 0,001 % de CHG) 



Essai 
Souche 


S. aureus ATCC 6538 


E. coli ATCC 1 1 229 


Candida albicans ATCC 1031 


Cone. % 
(vol/vol) 


non 


A 


B 


C 


non 


A 


B 


C 


non 


A 


B 


C 


2,0 




+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 


1.0 




+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 


0.5 




+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 


0.1 




+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


0,05 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


0,025 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


0,0125 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


0,00625 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 



45 [0092] Les tests dont les rgsultats sont illustrgs aux Tableaux D, E et F ont 6t6 r£alis£s & une temperature de reaction 
de 22° avec une incubation des sous-cultures 72 heures k 37°C avec comme substances inactivantes : Tween® 80 3 
% + saponine 3 % + cysteine 0,1 % + histidine 0,1 % ; ces Tableaux illustrent respectivement I'activrte bactericide et 
fongicide d'une solution aqueuse k 0.1 % de digluconate de chlorhexidine. d'une solution aqueuse k 0,1 % de Bardac 
22® et d'un melange k part 6gale des deux composes et montrent Taction des antiseptiques ptecrtes, en fonction du 

so temps de contact, et font apparaitre la m§me synergie d'action de I'association que ci-dessus, dans la mesure ou 
('association des deux composes permet de diminuer significativement leur concentration, pour I'obtention d'un m§me 
effet. 



55 
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TABLEAU D 



e 
9 


(CHG seul) 


Essai 


S. aureus ATCC 6538 organis- 


E. coli ATCC 1 1229 organis- 


Candida albicans ATCC 1031 orga- 




Souche 




mes/ml 


:8x10 8 






mes/ml 


:2x10 






nismes/ml :8x10 7 








Temps de disinfection (minutes) 


10 


Conc.% 


1 


3 


5 


15 


30 


60 


1 


3 


5 


15 


30 


60 


1 


3 


5 


15 


30 


60 


(vol/vol) 








































25 


+ 


+ 


+ 


+ 






+ 


+ 


+ 








+ 


+ 


+ 










10 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




+ 


+ 


+ 








+ 


+ 


+ 


+ 






15 


5 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 






+ 


+ 


+ 


+ 








1 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 






0.5 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 




0.1 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


20 


0.05 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 



25 



TABLEAU E 



(Bardac® seul) 



30 



Essai 
Souche 



aureus ATCC 6538 organis- 
mes/ml : 8x 10 8 



E. coli ATCC 11229 organis- 
mes/ml : 2x 10 9 



Candida albicans ATCC 1031 
organismes/ml : 8 x 10 7 



Temps de disinfection (minutes) 



35 



40 



Conc.% 
(vol/vol) 

25 

10 

5 

1 

0.5 
0.1 
0.05 



+ 
+ 
+ 
+ 
+ 



15 30 60 



+ 
+ 
+ 
+ 



1 



+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 



15 30 60 



+ 
+ 
+ 
+ 



+ 
+ 
+ 
+ 
+ 



+ 
+ 
+ 
+ 



15 30 60 



+ 
+ 
+ 
+ 



+ 
+ 
+ 
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TABLEAU F 



(Composition conforme k I'invention) 


Essai 
Souche 


S. aureus ATCC 6538 organis- 
mes/ml : 8x 10 8 


E. coli ATCC 1 1 229 organis- 
mes/ml : 2x 10 9 


Candida albicans ATCC 1031 
organismes/ml : 8 x 10 7 




Temps de disinfection (minutes) 


Conc.% 
(vol/vol) 


1 


3 


5 


15 


30 


60 


1 


3 


5 


15 


30 


60 


1 


3 


5 


15 


30 


60 


25 


+ 
























+ 
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TABLEAU F (suite) 



(Composition conforme & I'invention) 


Essai 
Souche 


S. aureus ATCC 6538 organis- 
mes/ml :8x 10 8 


E. coli ATCC 1 1229 organis- 
mes/ml :2x 10 9 


Candida albicans ATCC 1031 
organismes/ml : 8 x 10 7 




Temps de disinfection (minutes) 


Conc.% 
(vol/vol) 


1 


3 


5 


15 


30 


60 


1 


3 


5 


15 


30 


60 


1 


3 


5 


15 


30 


60 


10 


+ 


+ 


+ 
































5 


+ 


+ 


+ 


+ 






+ 












+ 


+ 


+ 








1 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 






+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


0,5 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


0,1 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


+ 


0,05 


+ 


+ 


+ 
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EXAMPLE 5 : Action spermicide. 

1 . PROTOCOLE : 

[0093] Les drfterents 6chantillons de sperme (une goutte de sperme/6chantillon) sont obtenus & partir de volontaires 
sains. 

-Mesure de la vitality : 

[0094] Une goutte de sperme est traitee par l'6osinenigrosine. Un frottis est ensuite realise et cent spermatozotdes 
sont examines au microscope. Les cellules modes sont color6es en rouge, sort totalement, sort partiellement. Les cel- 
lules vivantes sont incolores. 

- Substances 6tudi6es : 

[0095] Les substances 6tudi§es ont 6t6, le Bardac® et le digluconate de chlorhexidine, testis seuls et en association 
conformSment d I'invention. Les differentes Stapes du protocole sont indiquies aux Tableaux IV d VI. 
[0096] Le temps de contact maximum des difterentes substances et du sperme a 6t6 limits k 3 minutes af in de garan- 
tir I'efficaciti de la mithode dans les conditions d'utilisation. La concentration des solutions actives dans le sperme a 
6t6 Iimrt6e d 10 % afin de diminuer les risques de toxicity des produrts pour les muqueuses. 



TABLEAU IV 







Temps de contact des substances et du sperme 


BARDAC 


1 Min 


3 Min 






Concentration des solu- 
tions dans le sperme 










5% 


10% 


5% 


10% 


TCmoin £ TO 


Concentration des 
solutions en substan- 
ces actives 










82.8 ±7.1 


0,4% 


10.7 ±7.6 


5 ±6.4 


0.8 ±1.2 


0.8 ±1 


81 .4 ±5.9 


0,6% 


10.5 ±9.7 


9.2 ±12.9 


2.2 ± 4.5 


0.4 ±0.9 


81 .4 ±5.9 


0.8% 


9.7 ±10.2 


1.8 ±2.5 


0 


0 


79.7 + 5.3 


1 % 


0 


0 


0 


0 
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TABLEAU V 







Temps de contact des substances et du sperme 


DIGLUCONATE DE CHLORHEXIDINE 


1 Min 


3 Min 






Concentration des solu- 
tions dans le sperme 










5% 


10% 


5% 


10% 


Tgmoin k TO 


Concentration des 
solutions on substan- 
ces actives 










88±6.2% 


0,5% 


77 ±10.8 


77.215.6 


78 ±5.7 


75,5 ±4.8 



TABLEAU VI 





Temps de contact des substances et du sperme 


BARDAC i- DIGLUCONATE DE CHLORHEXIDINE 


1 Min 


3 Min 






Concentration des solu- 
tions dans le sperme 










5% 


10% 


5% 


10% 


T6moln k TO 


Concentration des solutions 
en substances actives 










88.4 ±5.4% 


B 0.4 % + DC 0.5 % 


15.6 ±13.2 


5.1 ±8 


8.6 ±10.8 


2.4 ±4.1 




0,8 


21.3±14 


6.7 ±3 


18.3 ± 13.3 


6.3 ± 7.8 




1 


19± 11.1 


10 ±8.7 


16 ±9.8 


9.3 ±11.9 




B 0.6 % + DC 0.5 % 


6.3 ± 1 1 


4 ±6.9 


1.3 ±2.3 


1 ± 1.7 




B 0.8 % + DC 0.5 % 


3.7 ±6.3 


0 


2 ±3.5 


0 



EXEMPLE 6 : Etude du melange Bardac 22®-digluconate de chlorhexidine en solution aqueuse. 

[0097] Tous les melanges ont 6t6 r6alis6s en pourcentage poids/poids dans des f lacons plastiques places k I'abri de 
la lumifcre k temperature ambiante (20°C +-1°C). 

[0098] Une observation quotidienne de ces flacons a permis de d&ecter ou non la presence d'un pr6cipite blanc. 
Celui-ci (quand il se forme) se trouve sur le culot du flacon en majority mais aussi sur les parois mouill6es par le 
liquide. 

1) Etude de solutions de Bardac®-chlorhexidine 50/50 k differentes concentrations : 



[0099] L'6tude a 6t6 faite dans un premier temps sur des solutions aqueuses k diff ^rentes concentrations en principes 
actifs, mais pour un melange des deux principes actifs (Bardac® et digluconate de chlorhexidine) en proportion 6gale 
(50/50) : 



Solution k 30 % de principes actifs 
Solution k 20 % de principes actifs 
Solution k 10 % de principes actifs 
Solution k 5 % de principes actifs 
Solution k 1 % de principes actifs 



Pr6cipit6 k 24 h 
Pr6cipit6 k 24 h 
Pr6cipit6 k 24 h 
Pr6cipit6 k 24 h 
Pr6ciprtt k 24 h 



EP 0 555 116 B1 

2) Etude de solutions k 10 et 20 % de Bardac® et de chlorhexidine en differentes proportions : 

[0100] Dans un deuxigme temps, les concentrations en principes actifs ont 6t§ fix6es k 10 % et 20 % mais on a fait 
varier les proportions des deux principes actifs. 



TABLEAU 



RECAPITULATIF DES SOLUTIONS A 10 % DE PRINCIPES ACTIFS 


Rapport diglucon. 
chlorhex ./Bardac® 


%digluc. chlorhex. 


% Bardac® 


Observations 


0,5/99,5 


0,05 


9.95 


pas de pr6ciprt§ 


1/99 


0,1 


9,9 


pas de pr6ciprt6 


2/98 


0.2 


9.8 


pas de pr6cipit6 


4/96 


0.4 


9.6 


pas de pr6cipit6 


8/92 


0,8 


9,2 


pas de pr6cipit6 


16/84 


1,6 


8,4 


pas de pr6cipit6 


25/75 


2,5 


7,5 


pr6cipit6 k 2 mois 


35/65 


3,5 


6.5 


pr6cipH6&9jours 


40/60 


4,0 


6,0 


pr6cipit6 k 6 jours 


50/50 


5,0 


5,0 


pr§cipit6 k 24 h 


TABLEAU 


RECAPITULATIF DES SOLUTIONS A 20 % DE PRINCIPES ACTIFS 


Rapport diglucon. 
chlorhex./Bardac® 


% digluc. chlorhex. 


% Bardac® 


Observations 


0,5/99,5 


0,1 


19,9 


pas de pr6cipit6 


1/99 


0.2 


19,8 


pas de pr6cipit6 


4/96 


0,8 


19,2 


pas de pr6cipit6 


2/98 


0,4 


19,6 


pas de pr6cipit6 


8/92 


1.6 


18,4 


pas de pr6cipit6 


16/84 


3,2 


16.8 


pas de pr6cipit6 


25/75 


5.0 


15,0 


pr6cipit6a 12 jours 


35/65 


7.0 


13,0 


pr6cipit6 k 9 jours 


40/60 


8,0 


12,0 


pr6cipit6£6jours 


50/50 


10,0 


10,0 


pr6cipit6 k 24 h 



EXEMPLE 7 : Etude du melange Bardac 22®-digluconate de chlorhexidine en solution alcoolique. 

[0101] Les dissolutions dans les proportions indiqu6es pour I'eau sont identiques, lorsque les deux produits sont en 
solution dans du glycerol. 
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EXEMPLE 8 : Etude de la capacity disinfectante, vis-a-vis des bactiries et des champignons, de microcapsu- 
les contenant une composition conforme k invention et incluses dans un tissu en polyvinyl^ aprfes piqure 
dudit tissu par une aiguille. 

5 a) Materiel et mithode : 
[0102] 

* Deux ichantillons de microcapsules incluses dans des tissus en polyvinyle ou latex comprennent : 

10 

ichantillon 1 : microcapsules contenant une composition conforme k I'invention, incluses dans du PVDC. 
L'ipaisseur du tissu couvrant les microcapsules est d'environ 500 ^m et I'ipaisseur totale du tissu est d'envi- 
ron 1 300 jim et la quantity de disinfectant disponible apris dichirure du tissu par une aiguille (0,5x16 mm) 
est d'environ 1,5 ^g ; 

15 - ichantillon 2 : microcapsules contenant une composition conforme k I'invention de type paire I, incluses dans 
de I'EVA. L'ipaisseur du tissu couvrant les microcapsules est d'environ 500 urn et la quantity de disinfectant 
disponible apris d&hirure du tissu par une aiguille (0,5x16 mm) est d'environ 0,4 \xg. 

* Les ichantillons microbiologiques, pour effectuer le test, sont priparis en utilisant les microorganismes suivants : 
20 Escherichia coli ATCC 1 1229, Staphylococcus aureus ATCC 6538 et Candida albicans ATCC 10231 . 

Les souches sont cultures dans un milieu CSL (Merck) pendant 24 h k 37°C, puis des dilutions comprises 
entre 10~ 3 et 10~ 6 sont priparies dans une solution de chlorure de sodium k 0,9 %. 

1 ml de chacune des diffirentes cultures obtenues (dilute et non dilute) est additionni k 9 mi d'un pool de 
sirum humain inactive. Le nombre de microorganismes par ml de la solution test est mentionni dans le Tableau 
25 VIII ci-apr&s. 

* Trois types d'aiguilles ont 6t6 utilises : 0,7x30 mm (22 Gx1 1/4", Terumo) , 0,5x16 mm (25 Gx5/8 M , Terumo), 0,3x13 
mm (30 Gx1/2 N , Microlance, Becton-Dickinson). 

[0103] Ces aiguilles sont monties sur des seringues de 1 ml, trempies dans une solution microbienne telle que 
30 dicrite ci-dessus (au moins 1 cm d'aiguille doit tremper dans la solution) et 0,1 ml de solution est aspiri. On perce 
ensuite les tissus ci-dessus dicrits, places dans des boTtes de Pitri recouvertes de Casoagar (Merck, milieu supple- 
ments avec 3 % de Tween® 80 et 0,3 % de licithine), avec lesdites aiguilles. 

[0104] Les emplacements ou ('agar est inoculi par I'aiguille sont marquis, puis les milieux de culture sont incubis 
pendant 72 h k 37°C, avant la lecture des risultats. 

35 

b) Results: 

[0105] Le Tableau VII montre le nombre de cultures positives obtenues apr&s perforation (5 perforations par essai), 
avec une aiguille 0,3x1 3 mm (30 Gx1/2 n , Microlance, Becton-Dickinson), et culture du tissu perfori sur milieu Casoagar 
40 (Merck) supplements comme precise ci-dessus. 



55 
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TABLEAU VII 



Solution microbienne 


Echantillon 1 


Echantillon 2 




Microcapsules 


ContrOle 


Microcapsules 


Contrdle 


E. Coli 










3.10 8 /ml 
2.10 5 /ml 
K^/ml 


T 


iiii- 

TTTT 


+++— 




S. aureus 










2.10 8 /ml 
2.10 5 /ml 
lO^ml 


+++" 


Mill 


* m h 


n i ii 


C. albicans 










3.10 7 /ml 
3.10 5 /ml 
K^/ml 




+- — 


-H — 


++ — 


+ croissance de microorganismes, - absence de croissance 



[0106] Ces r6sultats montrent, en particulier, que des concentrations faibles de bacteries ou de champignons (10 2 /ml) 
sont absorb§es ou 6limin6es m§caniquement par les tissus en polyvinyle ; une concentration de 10 5 organismes/ml 
peut §tre consid6r6e comme la limite ne produisant aucune croissance lorsque les plus petrtes aiguilles sont utilis6es 
30 (0,3x13 mm, Tableau VIII) ; par contre, des r6sultats de mfime ordre sont obtenus avec les aiguilles de 0,7x30 mm et 

0. 5x16 mm, respectivement. On obtient une croissance uniquement pour les concentrations 6lev6es en bacteries 
(10 8 /ml) ou en champignons (10 7 /ml), lors de la perforation des tissus contrdle uniquement (Echantillon 1). 

[0107] Ces r6sultats montrent 6galement que les microcapsules de l'6chantillon 1 (PVDC) sont plus efficaces que les 
microcapsules de I'Echantillon 2 (EVA). 

35 

c) Conclusion : 

[0108] Les essais r6alis6s avec l'6chantillon 1 montrent I'effet disinfectant quasi-instantan6 des compositions con- 
formes k invention incorpor6es dans des microcapsules, dans des conditions proches de cedes rencontrees k I'hdpi- 
40 tal. 

[0109] Ainsi que cela ressort de ce qui pr6c&de, Hnvention ne se limite nullement k ceux de ses modes de mise en 
oeuvre, de realisation et duplication qui viennent d'§tre decrits de fagon plus explicite ; elle en embrasse au contraire 
toutes les variantes qui peuvent venir k I'esprit du technicien en la matiere, sans s'ecarter du cadre, ni de la portee de 
la pr6sente invention. 

45 

Revendications 

1 . Compositions k base d'antiseptiques, caracterisees en ce qu'elles sont constitutes par une paire ammonium qua- 
ternaire-digluconate de chlorhexidine, dans laquelle chacun desdrts antiseptiques est present k des concentrations 

so efficaces minimales diminuees d'au moins un facteur cinq par rapport aux concentrations efficaces minimales de 
chacun desdits antiseptiques pris isotement, en ce que ladite paire d'antiseptiques exerce une action rapide et 
polyvalente vis-&-vis des organismes suivants : bacteries k Gram posrtif, bacttries k Gram negatif, virus, champi- 
gnons et spermatozoides, en ce que rammonium quaternaire est du chlorure de didecytdimethylammonium, en ce 
que la concentration en chlorure de did^cyldimethylammonium est comprise entre 0,00005 et 0,4 % et la concen- 

55 tration en digluconate de chlorhexidine est comprise entre 0,00005 et 0,5 % et en ce que lesdrtes compositions 
sont susceptibles d'§tre incorporees dans des microspherules ou microcapsules pouvant §tre incluses dans un 
materiau tel qu'un materiau en elastomere, lesquelles compositions n*6tant tiberees que lors d'une coupure, d'une 
piqure ou d'une dechirure dudit materiau. 



EP 0 555 116 B1 



2. Compositions selon la revendication 1 , caract6ris6es en ce qu'elles sont constitutes par une paire ammonium qua- 
ternaire-digluconate de chlorhexidine dans laquelle les rapports chlorure de did6cyldim6thylammonium:digluco- 
nate de chlorhexidine sort compris entre 99.5:0,5 et 84:16. 

5 3. Compositions selon la revendication 1, caract6ris6es en ce qu'elles comprennent ces deux antiseptiques k des 
concentrations identiques, de pr6f6rence entre 0,00005 et 0,04 %. 

4. Compositions selon I'une quelconque des revendications 1 & 3, caract6ris6es en ce qu'elles sort assoctees k au 
moins un agent de dissolution choisi dans le groupe constitu6 par I'eau et les polyols. 

10 

5. Compositions selon la revendication 4, caract6ris6es en ce que lesdits polyols sont choisis parmi le polypropyl&ne- 
glycol, le poly6thyl£neglycol ou le glycerol. 

6. Utilisation des compositions selon Tune quelconque des revendications 1 k 5, pour I'obtention d'un medicament 
75 polyvalent k action rapide bactericide, fongicide et virucide. 

7. Utilisation d'une composition selon Tune quelconque des revendications 1 k 5, k la preparation de microsphSrules 
ou microcapsules susceptibles d'§tre incluses dans un materiau en 6lastom6re, une bande de tissu ou un panse- 
mert. 

20 

Claims 

1. Antiseptics-based compositions characterised in that they are constituted by a quaternary ammonium-chlorohexi- 
dine digluconate pairing in which each of the said antiseptics is present at minimal effective concentrations dimin- 

25 ished by at least a factor of five in relation to the minimal effective concentrations of each of the said antiseptics 
taken in isolation, in that the said antiseptic pair exerts a rapid and polyvalent action on the following organisms: 
gram positive bacteria, gram negative bacteria, viruses, fungus and spetmatozoids, in that the quaternary ammo- 
nium is didecyl-dimethyl ammonium chloride, in that the concentration of didecyl dimethyl ammonium chloride is 
comprised between 0.00005 and 0.4% and the concentration of chlorohexidine digluconate is comprised between 

30 0.00005 and 0.5% and in that the said compositions are capable of being incorporated into microcapsules or micro- 
spheres adapted for inclusion in a material such as an elastomeric material, the said compositions being released 
only upon a cutting, piercing or tearing of the said material. 

2. Compositions according to claim 1 , characterised in that they are constituted by a quaternary ammonium-chloro- 
35 hexidine digluconate pairing in which the ratios of didecyl dimethyl ammonium chloride: chlorohexidine digluconate 

are comprised between 99.5 : 0.5 and 84 : 16. 

3. Compositions according to claim 1, characterised in that they comprise these two antiseptics as identical concen- 
trations, preferably between 0.00005 and 0.04%. 

40 

4. Compositions according to any one of claims 1 to 3, characterised in that they are associated with at least one dis- 
solution agent chosen from the group constituted by water and the polyols. 

5. Compositions according to claim 4, characterised in that the said polyols are chosen from polypropylene glycol, 
45 polyethylene glycol or glycerol. 

6. Use of the compositions according to any one of claims 1 to 5 for obtaining a polyvalent medicament of rapid bac- 
tericidal, fungicidal and virocidal action. 

so 7. Use of a composition according to any one of claims 1 to 5 in the preparation of microspheres or microcapsules 
adapted to be included in an elastomeric material, a strip of cloth or a dressing. 

Patentanspruche 

55 1 . Zusammensetzung auf der Basis von Antiseptika, dadurch gekennzeichnet, daft sie aus einem Paar quarterndres 
Ammoniumsalz-Chlorhexidindigluconat bestehen, worin jedes der Antiseptika in minimalen, wirksamen Konzentra- 
tionen vorhanden ist, die urn mindestens einen Faktor von funf vermindert sind, bezogen auf die minimalen, wirk- 
samen Kbnzentrationen jedes der Antiseptika isoliert genommen, da(3 das Paar von Antiseptika eine rasche und 
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polyvalente Wirkung gegenuber den folgenden Organismen ausubt: grampositive Bakterien, gramnegative Bakte- 
rien, Viren, Pilze und Spermazotoide, daB das quarternare Ammoniumsalz Didecyldimethylammoniumchlorid ist, 
daB die Konzentration von Didecyldimethylammoniumchlorid zwischen 0,00005 und 0,4% liegt und die Konzentra- 
tion an Chlorhexidindigluconat zwischen 0,00005 und 0,5% liegt und daB die Zusammensetzungen in Mikrokugel- 
5 chen Oder Mikrokapseln eingearbeitet werden k6nnen, die in einem Material, wie ein Elastomerenmaterial, 
eingeschlossen werden k6nnen, wobei die Zusammensetzungen nur durch Anschneiden, Anstechen Oder Einrei- 
Ben des Materials freigesetzt werden. 

2. Zusammensetzungen nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB sie aus einem Paar quarterndres Ammo- 
10 niumsalz-Chlorhexidindigluconat bestehen, worin die Verhaitnisse Didecyldimethylammoniumchlorid:ChIorhexidin- 

digluconat zwischen 99,5:0,5 und 84:16 liegen. 

3. Zusammensetzungen nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB sie diese zwei Antiseptika in identischen 
Konzentration, bevorzugt zwischen 0,00005 und 0,04%, umfassen. 

75 

4. Zusammensetzungen nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB sie mit mindestens 
einem Ldsungsmittel, ausgewdhlt aus der Gruppe bestehend aus Wasser und Polyolen, assoziiert sind. 

5. Zusammensetzungen nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Polyole aus Polypropylenglykol, Polye- 
20 thylenglykol Oder Glycerin ausgewShlt sind. 

6. Verwendung der Zusammensetzungen nach einem der Anspruche 1 bis 5 zum Erhalt eines polyvalenten Medika- 
ments mit rascher bakterizider, fungizider und viruzider Wirkung. 

25 7. Verwendung einer Zusammensetzung nach einem der Anspruche 1 bis 5 zur Herstellung von Mikrokugelchen Oder 
Mikrokapseln, die in einem elastomeren Material, einem Gewebeband oder einem Verband eingeschlossen wer- 
den kOnnen. 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



EP 0 555 116 B1 



15000 1 




J10 J 1 2 J14 



jours 



FIGURE 1 



15000 n 



10C_ 
x 



5000 - 



621 
623 
624 



9 i . p- jy i9» g >qi9,cp ( 

10 M J5 JS |7 J10 J 1 2 J14 . jQun 



FIGURE 2 



15000 -J 




I 




10000b 

X 


626 
628 


1 

5000 -| 


629 
630 



" ' "" • 9 — " T T il i ip in 
JO M jS J6 j 7 J1Q j12 114 , 

' Jours 



FIGURE 3 



p age Blank fuspfoj 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 

BEST AVAILABLE IMAGES 

Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant: 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

BLACK BORDERS 

IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 
I^FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 
^SKEWED/SLANTED IMAGES 

COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

□ REFERENCE^) OR EXHIBITS) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: . : 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



This Page Blank (usptej 



